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An normalen und pathologischen Liquorproben sowie an Modelliquores wurden methodische Untersuchungen zur Elektrophorese
durchgeführt. Es wurden drei Einengverfahren - Ultrafiltration, Vakuumfütration und Druckfdtration - verglichen. Bei der
Vakuum- und Ultrafiltration wurden höhere Albumin- und geringere -Globulinwerte gemessen als bei der Druckfdtration. Für
keines der Einengverfahren wurde eine Abhängigkeit der Meßwerte von der Proteinkonzentration und dem Probevolumen gefunden.
Ein Vergleich von Amidoschwarz 10 B- und Ponceau S-Färbung ergab signifikant höhere Albuminwerte für die Ponceau S-Färbung.
Für alle anderen Fraktionen wurden höhere Werte nach Anfärbung mit Amidoschwarz 10 B gefunden.
Der Einfluß der Probeverwahrung bei - 20° C wurde untersucht. Innerhalb von 17 Tagen wurden keine Veränderungen beobachtet.
Nach 6-monatiger Verwahrung wurden mit Ausnahme eines deutlichen Anstiegs der -Globulinfraktion nur sehr geringfügige
Veränderungen gemessen.
Methodological studies on the electrophoretic analysis of cerebrospinal fluid
Methodological studies are reported on the electrophoretic analysis of normal and pathological cerebrospinal fluid, and of model
fluids. Three concentration methods were compared — ultrafiltration, vacuum filtration and high pressure filtration. After vacuum
and ultrafiltration the albumin values were higher and the 7-globulin values were lower than after high pressure filtration. No
dependence of the measured values on the protein concentration or the sample volume was observed for any of the concentration
methods.
After staining with Ponceau S the values for albumin were significantly higher than after staining with Amido black 10B.
the effect of storing samples at - 20 °C was investigated. There were no observable changes over a period of 17 days. After 6 months
storage, the -globulin fraction showed a marked increase, but otherwise there were only slight changes.
Zur elektrophoretischen Auftrennung der Liquorei-
weiße ist wegen des niedrigen Gesamteiweißgehaltes eine
vorherige Konzentrierung erforderlich. Dazu kommen
routinemäßig verschiedene Methoden zur Anwendung
(1—6). Durch Verluste beim Konzentrationsvorgang
oder Denaturierung der Eiweiße kann es bei den einzel-
nen Verfahren zu Fehlern unterschiedlicher Ausprä-
gung kommen (2, 7). Es sind auch Verfahren beschrie-
ben, die eine Liquorelektrophorese ohne Konzentrie-
rung ermöglichen (8, 9). Ein Ziel dieser Arbeit ist es,
durch Vergleich von drei verschiedenen Konzentrierungs-
verfahren eine Methode zu finden, die mit kleinem
Probevolumen auskommt und von ungeübtem Personal
mit reproduzierbaren Ergebnissen durchführbar ist.
Gleichzeitig sollte der Einfluß von unterschiedlichen
Anfärbemethoden auf die einzelnen Proteinfraktipnen
untersucht werden.
Über den Störeinfluß der Probeverwahrung auf das Ge-
samteiweiß und die einzelnen Fraktionen nach elektro-
phoretischer Trennung liegen keine systematischen
Untersuchungen vor. Rieder (10) weist in einer kürzlich
erschienenen Arbeit daraufhin, daß bei längerem Auf-
bewahren die Liquorproteine unkontrollierbare Ver-
änderungen erfahren. Daher wurde in einer weiteren




Hinsichtlich methodischer Einzelheiten sei auf die Publikation
vonMertin et al. verwiesen (11).
Für die Druckfdtration wurden Ultrafüter Typ SM 121/361)
benutzt. Nach Angaben des Herstellers erfolgt die Retention
der Eiweiße ab einem Molekulargewicht von 10 000.
Ultrafiltration
Für die Anreicherung durch Uitrafil(ration wurde das Centriflo-
Ultrafiltrationssystem2) (Centriflo-Ultrafilter-GF 50) benutzt.
1) Sartorius-Membranfiiter GmbH, Göttingen
2) Fa. Amicon N. V., Oosterhout N.B., Holland
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Für die Zentrifugation wurden die Zentrifugcnbecher mit Kunst-
stoff einsalzen versehen, die die Aufnahme der „centrifuge tube"
ermöglichten. Die Einengung wurde bei 2 000 U/min durchge-
führt, wobei für etwa 0,5 ml Liquor 10 Minuten benötigt wur-
den. Mit einer 20 -Pipette wurde der konzentrierte Liquor
entnommen. Anschließend wurden die Ultrafilter mit biäest.
Wasser mehrfach gespült, bei Raumtemperatur getrocknet und
wieder verwendet. Die Eiweißretention erfolgt ab einem Mole-
kulargewicht von 50 000.
Vakuumfiltration
Bei diesem Verfahren wurde eine Vakuumfiltrationsvorrichtung
mit Kollodiumhülsen1) benutzt. Vor Gebrauch müssen die in
Methanol aufbewahrten Kollodiumhülsen für mindestens 60
Minuten in dest. Wasser gelegt werden. Anschließend werden
diese etwa l cm auf eine Kunststoffmanschette des Einsatz-
rohres gezogen und in das mit bidest. Wasser oder NaCl-Lösung
(0,15 mol/1) gefüllte Auffanggefäß eingesetzt. Nach Einbringen
der Probe in die Kollodiumhülse erfolgt die Konzentrierung
bei einem Druck von etwa 500 Torr. Da die Kollodiumhülsen
transparent sind, läßt sich der Einengvorgang beobachten. Die
Konzentrierung wurde bis zu einem Restvolumen von 10 bis
20 durchgeführt. Die Retention der Eiweiße erfolgt nach An-
gaben des Herstellers ab einem Molekulargewicht von 12 400.
Elektrophorese
Die elektrophoretische Trennung der Eiweiße wurde auf Cellu-
loseacetat-Folien (25,5 X 145 mm)3) in einer Mikrophor-Elek-
trophoresekammer mit dem Netzgerät Pherostat4) durchgeführt.
Als Puffer-, Färbe-, Entfärbe- und Transparenzlösung wurden
Fertiglösungen der Firma Boskamp benützt. Die Auswertung er-
folgte mit dem Extinktionsschreiber 3 mit Integralschreiber5).
Gesam teiweißbestimmung
Die Bestimmung des Gesamteiweißes wurde mit der Biuret-
Methode nach Fällung des Proteins mit 20proz. Trichloressig-
säure durchgeführt.
Ergebnisse und Diskussion
Vergleich der verschiedenen Einengverfahren
Durch Verdünnen eines Kontrollserums (l : 200) wurde
ein „Modell-Liquor" hergestellt. In einer Vorperiode
wurden die Sollkonzentrationen des unverdünnten Kon-
trollserums der einzelnen Eiweißfraktionen ermittelt.
Die Anfärbung erfolgte mit Amidoschwarz 10 B. Zur
Konzentrierung wurde l ml des „Modell-Liquors" ein-
gesetzt. Bei der Vakuumfiltration werden normaler-
weise größere Probevolumina eingesetzt.
Bei den in Tabelle l wiedergegebenen Ergebnissen fällt
auf, daß nach Konzentrierung durch Vakuumfiltration
die Albuminwerte deutlich höher und die a2-, ß- und
7-Globulinwerte niedriger liegen. Bei den beiden anderen
Methoden ist die Übereinstimmung für die Albumine
und -Globuline mit den Sollwerten gut. Dies ist inso-
fern unerwartet, da nach den von den Herstellerfirmen
angegebenen Retentionswerten der Eiweiße Druck- und
Vakuumfiltration zu etwa gleichen Ergebnissen hätten
fuhren sollen, vorausgesetzt, daß dieser Parameter von
starkem Einfluß ist.
Tab. 1. Präzision der einzelnen Anreicherungsverfahren bei einem
konstanten Probevolumen von 1,0 ml und einer Protein-
konzentration von 345 mg/1 (n = 6). Die in der obersten
Zeile in Klammern angegebenen Werte sind Sollwerte der
einzelnen Fraktionen, die in einer Vorperiode unter Be-















































































3) Fa. Schleicher & Schüll, Dassel, Krs. Einbeck
4) Fa. Boskamp, Hersei b. Bonn
5) Fa. Carl Zeiss, Oberkochen/Württ.
In einer zweiten Versuchsreihe sollte geprüft werden,
ob das Volumen oder die Eiweißkonzentration als Para-
meter bei den Verschiedenen Einengverfahren Einfluß
haben. Daher würden unterschiedliche Volumina ver-
dünnter Serumproben mit einer konstanten Proteinkon-
zentration von 345 mg/1 und konstante Volumina bei
unterschiedlicher Proteinkonzentration zur Konzentrie-
rung angesetzt. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind
in Tabelle 2 zusammengefaßt.
Diese Meßergebnisse zeigen keinen Einfluß des Probe-
volumens oder der Eiweißkonzentration nach Konzen-
trierung durch Druck- und Ultrafiltration. Bei der
Vakuumfiltration ist nach den vorliegenden Werten ein
Einfluß der Eiweißkonzentration anzunehmen. Auch bei
dieser Versuchsreihe liegen für die Vakuümfilträtion die
Werte der Albuminfraktion höher und die der -Globulin-
werte niedriger. Ergebnisse an verdünnten Serumproben
sind nicht ohne weiteres übertragbar auf Liquorproben.
Daher wurden 16 verschiedene Liquorproben mit den
drei verschiedenen Konzentrierungsverfahren eingeengt
und anschließend die elektrophoretische Trennung durch-
geführt. Da es sich hierbei um normale und patholo-
gische Proben handelte (Gesamteiweißgehalt zwischen
280 und 1070 mg/1), wurden die mittlere Abweichung
der einzelnen Fraktionen nach Konzentrierung mittels
Ultra- und Vakuumfiltration gegenüber der Druckfü-
tration berechnet (Tab. 3).
Die Ergebnisse der Poolliqüorproben zeigen gegenüber
dem Ergebnis der Serumproben insofern eine Abwei-
chung, als bei den Liquorproben Vakuum- und Ultra-
filtration niedrigere Albumin, und höhere y^Globulin-
werte liefern. Die absoluten Abweichungen sind zwar
nicht sehr groß, aber statistisch signifikant (Kruskat-
Wrf/w-Test, p < 0,05).
Wenn auch nach den Ergebnissen von Tabelle l die
Präzision nach Konzentrierung mittels Druckfiltration
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Tab. 2. Einfluß von Probevolumen und Gesamtproteinkonzentration auf die Ergebnisse der Elektrophorese in Abhängigkeit von













































































































































Tab. 3. Mittlere Differenzen der verschiedenen Fraktionen nach
Konzentrierung mit Ultrafiltration bzw. Vakuumfiltration













































schlechter ist als bei den übrigen Verfahren, so haben wir
uns doch wegen der einfachen Handhabung für diese
Methode entschieden. Sie ist von ungeübten Kräften
leichter zu erlernen und gegenüber der Vakuumfiltration
schneller durchführbar, da der Einengvorgäng je nach
Probevolumen (100-500 ) nach 10 bis 30 Minuten
beendet ist. Vorteilhaft wirkt sich bei der Druckfil-
tration aus, daß man bei Gesamteiweißkonzentrationen
über 500 mg/1 mit 100 Liquor auskommen kann. Da-
durch verkürzt sich die.Eiriengzeit auf etwa 10 Minuten
und vermindert dadurch möglicherweise die Gefahr der
Denaturierung. Ein Nachteil der Ultrafiltration ist, daß
bei zu langer Zentrifugation die einzuengende Probe
ganz durch das Filter gelaufen ist. Es gelingt dann nicht
mehr, z.B. durch Zugabe von Puffer, Eiweiß für die elek-
trophoretieche Trennung zu gewinnen. Die gleiche Mem-
bran kann allerdings mehrmals benutzt werden. Dies
konnte durch wechselweise Konzentrierung eines ver-
dünnten Kontrollserums und Plasmocytomserums nach-
gewiesen werden.
Einfluß des Färbemittels
Bei der Versuchsreihe zur Probeverwahrung von Liquor-
proben (s. unten) wurde die Färbung nach Konzentrie-
rung durch Druckfiltration und elektrophoretischer
Trennung mit Amidoschwarz 10 B und Ponceau S durch-
geführt. Die dabei untersuchte Stichprobe umfaßt 92
verschiedene Probanden und enthält normale und
pathologische Proben. Da der dabei untersuchte Kon-
zentrationsbereich relativ groß ist und somit auch die
Streuungen, wurden die Mittelwerte der einzelnen Frak-
tionen bei unterschiedlicher Anfärbung und deren
Streuung ermittelt. (Tab. 4) Ein positiver Wert der mitt-
leren Differenz bedeutet, daß die Werte für die Anfärbung
mit Amidoschwarz 10 B durchschnittlich höher liegen
als die nach Anfärbung mit Ponceau S. Die statistische
Auswertung wurde wie folgt durchgeführt: Nur diejeni-
gen Differenzen zwischen der Anfärbung mit Amido-
schwarz 10 B und Ponceau S wurden als von Null ver-
schieden betrachtet, die mindestens gleich ± l sind.
Diese Differenzen wurden mit Hilfe des Vorzeichen-
testes geprüft.
Betrachtet man zunächst die mittleren Differenzen, so
sieht man, daß die Absolutwerte relativ klein sind. Mit
Ausnahme des Albumins sind alle Differenzen positiv,
d.h., die „Amidoschwarz 10 B-Werte" liegen höher als
die „Ponceau S-Werte". Die statistische Auswertung
(einseitiger Test) und die entsprechenden Testschwellen
ergeben für die Ponceau S-Färbung signifikant kleinere
Albuminwerte. Für alle anderen Fraktionen liegen die
Tab. 4. Durch unterschiedliche Färbemittel (Amidoschwarz 10 B
und Ponceau S) bedingte mittlere Differenzen der einzel-
nen Eiweißfraktionen, Streuung dieser Differenzen sowie
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Verhältnisse umgekehrt. Allerdings sind die Differenzen
bei der (ß + r)-Fraktion statistisch nicht signifikant
(p < 0,05). Bei der Anfärbung mit Ponceau S fehlte
außerdem die r-Fraktion häufiger, so daß sich für die
Liquorelektrophorese die Anfärbung mit Amidoschwarz
10 B empfiehlt.
Probeverwahrung
Über die Frage der Probeverwahrung von Liquorproben
gibt es wenige Untersuchungen. Rieder et al. (10) er-
wähnen in einer Publikation, daß Liquorproteine bei
längerem Aufbewahren unkontrollierbare Veränderun-
gen erfahren.
In einer ersten Versuchsreihe untersuchten wir Poolli-
quorproben in Doppelbestimmungen an 17 aufeinander-
folgenden Arbeitstagen. Poolliquor wurde in 1,5 ml-
Portionen in Mikroreaktionsgefäße abgefüllt und dann
bis zur Analyse bei - 20° C aufbewahrt. Das Ergebnis
dieser Untersuchung ist in Tabelle 5 wiedergegeben.
Zum Vergleich sind die Ergebnisse für eine verdünnte und
unverdünnte Kontrollprobe mitangegeben, wobei letz-
tere ohne Konzentrierung analysiert wurde.
Vergleicht man das Ergebnis der Poolliquorproben und
das der verdünnten Serumkontrollprobe mit dem der
unverdünnten Kontrollprobe, so zeigt sich, daß die
Absolutwerte der Streuungen in etwa übereinstimmen,
d.h. der Einfluß der Konzentrierung auf die Streuung
ist nicht groß. Trägt man die Einzelwerte in Abhängig-
keit vom Zeitpunkt der Messung auf, so läßt sich,
wie aus Abbildung l ersichtlich ist, für das Albumin und
-Globulin beim Poolliquor keine eindeutige zunehmen-
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Versuchstage
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Abb. 1. Albumin- und -Globulin-Werte eines Poolliquors in Ab-
hängigkeit von der Zeit (Doppelbestimmungen).
Dieser Befund stützt zunächst die Annahme, daß für
einen kurzen Zeitraum eine Probeverwahrung möglich
ist.
Tab. 5. Reproduzierbarkeit der Bestimmung der verschiedenen Eiweißfraktionen nach elektrophoretischer Trennung (Konzentrierung:
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Abb. 2. Einfluß der Probeverwahrung von Liquorproben auf das Ergebnis der Bestimmung von Gesamteiweiß, Albumin, (ß + r)-und
7-Globulin.
Tab. 6. Einfluß der Probeverwahrungszeit auf das Gesamteiweiß und die elektrophoretischen Fraktionen. Angegeben sind die mittleren
Abweichungen, deren Streuung und Testschwellen, sowie die Korrelationskoeffizienten der Erstanalyse zur Zweitanalyse (Auf-
















































In einer zweiten Versuchsreihe wurden 83 Liquorproben
(normal/pathologisch) nach der Analyse 6 Monate bei
- 20° C aufbewahrt und nach Auftauen bei + 4° C erneut
analysiert (Konzentrierung: Druckfiltration, Anfärbung:
Amidoschwarz 10 B). Für das Gesamteiweiß sowie die
Fraktionen Albumin, (ß + r)-Globuline und -Globulin
ist das Ergebnis in Abbildung 2 wiedergegeben.
Für das -Globulin ist aus dieser Abbildung eine Zu-
nahme der Werte bei der Zweitanalyse gegenüber der
Erstanalyse zu beobachten. Für die anderen Bestandteile
ist aus diesen Abbildungen keine eindeutige Tendenz
in der einen oder anderen Richtung abzuleiten. Die
statistische Auswertung der untersuchten Stichprobe ist
in Tabelle 6 zusammengefaßt.
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Angegeben sind die mittlere Abweichung (d), deren
Streuung s, die Testniveaus der mit dem Vorzeichentest
ausgewerteten Untersuchungsreihen, sowie die Korre-
lationskoeffizienten r. Ein negatives Vorzeichen bei
den mittleren Differenzen bedeutet niedrigere Werte
bei der Zweitanalyse. Wie man sieht, sind die mittleren
Differenzen sehr klein. Mit Ausnahme des Gesamte!-
weißes, des Albumins und a2-Glöbulins sind diese
statistisch signifikant. Die Frage, ob diesen statistisch
signifikanten Unterschieden eine reale Bedeutung zu-
kommt, dürfte nicht einfach zu entscheiden sein. Zu-
mindest scheint beim -Globulin (s. auch Abb. 2) eine
.deutliche Abhängigkeit von der Verwahrungszeit zu be-
stehen. Die unterschiedliche Größe der Korrelations-
koeffizienten wurde erwartet, denn bei der recht großen
methodischen Streuung der Elektrophorese sind z.B.
bei den kleinen Fraktionen keine hohen Korrelationen
möglich. Zusammenfassend kann gesagt werden, daß
bei einer kurzfristigen Probeverwährung keine Abwei-
chungen gefunden wurden, bei einer längerfristigen
dagegen solche nicht mit Sicherheit auszuschließen
sind.
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